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地 黄 酰基 转移 酶 WSD 基因 的 鉴定 " 表达 分 析 


ЫЫ, ж, BRAW, JADRETH 
(河南 师范 大 学 生命 科学 学 院 ， 河 南 新 乡 453000) 

Ж 要 : 植物 螨 酯 合成 酶 催化 长 链 醇和 长 链 脂肪 酸 合成 蜡 酯 ， 对 植物 蜡 质 合成 及 其 抗旱 、 抗 致 病菌 袭击 和 
紫外 辐射 、 抗 塞 和 昆虫 侵害 等 环境 胁迫 具有 非常 重要 的 作用 ; 锅 是 环境 中 含量 最 高 的 有 毒 重金 属 pe 
重 威胁 植物 生长 发 育 、 质 量 、 产 量 和 食用 安全 。 为 研究 地 黄 蜡 酯 合成 酶 基因 锅 胁 迫 表 达 ， 该 文 从 地 黄 全 长 
转录 组 测序 数据 中 鉴定 其 成 员 ， 并 用 生物 信息 学 技术 与 qRT-PCR 对 其 编码 蛋白质 的 理化 性 质 、 系 统 进化 和 
保守 结构 域 及 其 组 织 表 达 与 锅 胁 迫 表 达 进 行 分 析 。 结 果 表 明 : (1 鉴定 出 两 个 螨 酯 合成 酶 基因 RgO4TWSD1 
与 RgOATWSD2; 其 编码 和 蛋白质 的 的 长 度 、 理 论 等 电 点 和 相对 分 子 量 依次 为 463 aa 与 473 аа. 8.86 与 9.34. 
51.31 kD 与 52.49 kD ， 均 为 不 稳定 蛋白 。(2) 均 具有 acyl WS_DGAT 保守 域 与 DUF1289 超 家 族 ， 前 者 占 其 
氨基 酸 序列 的 92.65% 一 94.50%。(3) 均 定位 于 内 质 网 中 ， 二 级 结构 以 无 规 卷 曲 与 o 螺 旋 为 主 ;， RgOATWSDI 
УЕ Н, т RgOATWSD2 不 是 。 MAIN 茎 与 叶 中 差异 表达 。(5) 其 表达 均 受 锅 胁 迫 诱 导 ， 但 
其 表达 变化 趋势 不 同 。 该 研究 鉴定 了 两 个 锅 胁 迫 应 答 反应 的 蜡 酯 合成 酶 基因 ， 为 地 黄 RgOATWSD ІН 
胁迫 表达 及 功能 研究 莫 定 了 基础 。 
关键 词 : 地 黄 ， 氧 -酰基 转移 酶 WSD， 生 物 信息 学 分 析 ， 基 因 表 达 ， 锅 胁迫 
中 图 分 类 号 : 0943 文献 标识 码 : A 


sul 
N 


Identification and expression analyses of O-acyltransferase WSD genes 


in Rehmannia glutinosa 
LI Huimin, YUAN Ping, DUAN Hongying, ZHOU Yanging" 
(College of Life Sciences, Henan Normal University, Xinxiang 453000, Henan, China) 


Abstract: Wax ester synthase catalyzes the synthesis of wax esters from long-chain alcohols and fatty acids, and 
has very important roles in plant wax synthesis and some resistances to drought, pathogenic bacteria and ultraviolet 
radiation, cold and insect invasion and other environmental stresses; Cadmium (Cd) is one of the toxic heavy 
metals with the highest content in the environment, and seriously threatens plant growth, development, quality, 
yield, and plant food safety. In order to explore the Cd stress expressions of wax ester synthase genes in Rehmannia 
glutinosa, we identified its wax ester synthase genes from its full-length transcriptome sequencing data, analyzed 
both physiochemical properties, system evolution and conserved domains with bioinformatics methods, and tissue 


expression and Cd stress expression using qRT-PCR. The results were as followed: (1) Two wax ester synthase 
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genes, named as RgOATWSD1 апа RgOATWSD2, were identified, whose coding proteins were unstable 


hydrophobic proteins with amino acid length from 463 aa to 473 aa, isoelectric point from 8.86 to 9.34 and a 


molecular weight from 51.31 kD to 52.49 kD. (2) Both proteins contained a conserved acyl WS DGAT domain 


and  DUFI289 superfamily, in which the former was from 92.65% to 94.50%. (3) Both proteins were located in 


the endoplasmic reticulum and both secondary structures were mainly random coil and o-helix ; 


RgOATWSD2 


was not transmembrane protein but RgOATWSDI. (4) Both were differentially expressed in the root, stem and leaf 


of Rehmannia glutinosa plants. (5) Both expressions were highly responsive to Cd treatment, but both expression 


change trends were different under Cd stress. This study identifies two wax ester synthase genes in response to 


cadmium stress, and will lay a foundation for further research on Cd stress expression and other functions of 


ReOATWSD 


Keywords: Rehmannia glutinosa, O-acyltransferase WSD, bioinformatics, gene expression, cadmium stress 


随 着 我 国 了 
是 其 首要 污染 物 。 锅 污染 土壤 的 治 到 
锅 通 过 食物 链 从 植物 转移 至 
和 经 济 价值 的 土壤 污染 
进行 修复 ( 陈 思 
应 答 的 构 树 转录 因 


的 锅 对 其 


(于 水 昂 等 ， 


WS or WSD) 


Wi S ВЕ 


微生物 ， 具 有 多 种 重要 的 生物 学 功能 。 
霍 巴 的 种 子 油 


中 克隆 WSD 


[ 业 化 与 城市 化 进程 加 快 ， 土 壤 和 食品 的 重金 属 污染 
难度 很 大 ， 对 植物 生长 发 育 
上 动物 和 人 体内 


!， 防 止 植物 


里 方法 就 是 利用 


思 等 ， 


子 BppZIP1( 陈 思 思 等 


2022)、 伴 矿 景 天 WRKY 基因 家 
是 ， 还 有 很 多 植物 锅 胁 人 迫 应 答 反 应 基因 有 待 挖掘 上 
基因 。 


然 生 长 植物 或 遗传 改良 植物 吸收 、 
2022; 罗 艳 芳 等 ，2022; 
4... 
等 ，2023) 和 水 稻 ОвРТІ 等 基因 ( 姜 南 


醇和 长 链 脂 肪 酸 在 蜡 酯 合 


bE 研究， 例如 植物 蜡 


ЭЕ (Yang et al., 2019). 
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分 流失 与 抗旱 ( 肖 一 让 
( 肖 一 凡 等 ，2020)、 抗 寒 ( 朱 聪 等 ，2022) 和 昆虫 侵害 (Lin et al., 2020) 等 环境 胁迫 
2021)、 高 梁 ( 王 春 语 等 ，2023)、 椰 子 ( 朱 聪 等 ，2022)、 拟 南 草 和 霍霍 巴 } 
EE AP (Yang et al., 2020). 

苹果 (Wang et al., 2022) 和 向 日 
EDS AX HC OR 


尖 叶 石竹 (Zhou et al. 


年 生 草 本 的 植物 ， 


蜡 酯 主要 存在 于 植物 初生 芽 表 


问题 日 益 加 剧 ， 3E d JS (Cd) 

、 质 量 和 产量 具有 严重 不 良 影 响 ， 而 且 

重 危 害 动物 和 人 的 健康 。 因 此 ， 当 前 具有 较 高 的 环保 
解毒 与 富 集 锅 污 染 土壤 中 

жж, 2022). 225, CAKE ТАНЕРЫН 


小 麦 7z4/a47 基因 
等 ，2023)， 但 
酯 合成 酶 (Wax ester synthase, 


酯 化 反应 生成 的 酯 ， 广 泛 存在 于 动物 、 植 物 和 


( 肖 一 几 等 
, 2018)、 


等 ，2020; 王 春 语 等 ，2023)、 致 病菌 


ET 


生长 在 我 


地 黄 、 熟 地 黄 三 类 。 鲜 地 黄 

а, МӘННЕН, ЖК, Еа (К А И 
培育 种 和 组 学 等 方面 研究 较 多 ， 然 而 ， 地 黄 

迫 的 报道 (Zhao et al., 2009; Yang et al., 2021)， 所 以 ， 对 地 黄 Cd 


х Cd 污染 及 其 胁迫 研究 很 少 ， 


НЯ 
晤 ，2017)。 地 黄种 质 资源 、 药 理 
仅 有 地 黄 


到 辽宁 、 内 蒙 和 河南 等 
。 在 药材 上 ， 它 分 为 鲜 地 黄 和 生 
FE 寒 ， 清 热 滋 阴 ;熟地 黄 性 


质 层 中 或 者 霍 
ЖИЕН ОМ 
。 有 目前， 从 小 麦 ( 温 宏伟 等 ， 

，2020)、 丝 颖 针 茅 和 
葡萄 (Nicolas et al., 2020)、 
J&(Shalini & Martin, 2020) 等 植物 中 克隆 了 蜡 酯 合成 酶 ， 但 是 ， 尚 未 见 从 地 黄 
表达 的 报道 。 

地 黄 (Rehmannia glutinosa) 74 ЖІЛІК 
延 清 等 ，2020)。 其 块根 是 我 国 著名 中 药材 ， 每 年 需求 量 高 达 约 1.5x107 kg 
味道 甘苦 ， 清 热 、 和 生津、 凉 血 与 补血 ;生地 黄 


地 ( 周 


化 学 成 分 、 栽 


& RgABCC 基因 的 Cd lj 
胁迫 应 答 反 应 基因 的 研究 有 待 深入 。 


本 研究 以 地 黄 为 研究 材料 ， 从 其 全 长 转录 组 测序 数据 中 查找 Wax ester synthase, WS or WSD 及 其 编码 基因 
(RgOA4TWSD)， 采 用 生物 信息 学 、 盆 栽 法 与 实时 荧光 定量 PCR 的 方法 ， 通 过 对 其 两 个 基因 编码 蛋白 质 的 理化 性 
质 、 系 统 进化 和 保守 结构 域 及 其 组 织 表 达 与 锅 胁 人 迫 表 达 进 行 分 析 ， 拟 探讨 以 下 问题 : (1) 地 黄 中 是 否 有 蜡 酯 合成 
酶 基因 ; (2) 地 黄 蜡 酯 合成 酶 基因 大 小 及 其 编码 蛋白 质 的 特征 如 何 ; (3) 地 黄 蜡 酯 合成 酶 基因 空间 表达 模式 及 其 锅 
胁迫 表达 如 何 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 
地 黄金 九 品 种 全 长 转录 组 测序 数据 (https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA780233) 的 基因 注释 表 
与 CDS; 河南 师范 大 学 生命 科学 学 院 气 候 室 中 培养 的 盆栽 金 九 地 黄 植株 。 其 光照 周期 为 每 天 14 26, 8 
h 暗 ， 培 养 温度 为 (26+2) "C， 光 照 强 度 为 000 Ix. 
1.2 方法 
v 121 МӘ ЖЕНЕ WSD 基因 家 族 成 员 获 取 
打开 上 述 基因 注释 表 文 件 ， 点 击 查找 ， 输 入 Wax ester synthase, WS 或 WSD， 点 击 全 部 查找 ， 出 现 目 
标 酶 及 其 对 应 的 基因 名 。 然 后 ， 利 用 其 基因 名 在 上 述 CDS 表 中 查找 其 基因 及 其 大 小 与 碱 基 序 列 ， 命 名 为 
RgOATWSD 基因 。 
c 1.2.2 RgOATWSD 基因 的 生物 信息 学 分 析 
利用 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/home/analyze/) 中 的 ORF Finder 进行 氨基 酸 序列 的 推导 ， 并 利 
用 blastn 工具 查找 与 RgOATWSD 蛋白 同 源 性 较 高 的 序列 ， 运 用 软件 DNAMAN 6.0 进行 氨基 酸 的 多 重 序列 
比 对 ; 利用 MEGA 6.0 软件 构建 系统 进化 树 ; 利用 ExPASy-ProtParm 在 线 分 析 软 件 
(https://web.expasy.org/protparam/) 预测 RgOATWSD 和 蛋白 的 理化 性 质 ; 通过 在 线 网 址 WoLF PSORT 
(https://wolfpsort.hgc.jp/) 对 RgOATWSD 和 蛋白 进行 亚 细 胞 定位 预测 ， 利 用 TMHMM 2.0 进行 跨 膜 结构 域 的 分 
№; 通过 NCBI 的 Conserved Donmain Search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Structure/cdd/wrpsb.cgi) 对 其 保守 
结构 域 进行 在 线 分 析 ; 利用 SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 进 行 信 号 肽 预测 ;利用 
NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 进行 N- 糖 林 化 位 点 预测 ; 利用 NetPhos 2.0 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ NetPhos/) 进行 磷酸 化 位 点 预测 ， 通 过 SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi- 
bin/npsa automat.pl? page=npsa_sopma.htmD 及 SWISS-MODEL (https:// swissmodel.expasy.org/) 预 测 蛋 白质 的 
二 级 和 三 级 结构 。 
1.2.3 锅 处 理 地 黄 幼苗 的 培养 和 处 理 
将 地 黄 新 鲜 块根 切 成 2~3 cm 小 块 ， 种 于 花 盆 基质 (营养 土 与 蚂 石 比例 为 1: 1.5) 中 ， 在 气候 室 培 养 ，2~3 
d 浇 1 次 水 生长 4 周 后 ， 挑 取 长 势 一 致 的 幼苗 进行 处 理 ; 用 40 mmob LL! 锅 水 溶液 浇 地 黄 幼苗 (TC)， 用 同 
羊 体积 的 水 浇 同 样 数量 的 地 黄 幼 苗 (CK)， 两 组 均 设置 3 个 重复 ; 处理 12h 后 ， 分 别 取 TC 5 CK BUR. 35 
FUIF, PEP, MPF, WARK, -80 °C 冰箱 保存 备用 (过 注 ，2023)。 
1.2.4 qRT-PCR 技术 检测 基因 表达 
根据 RgO4TWSD1 与 RgO4TWSD2 基因 的 碱 基 序列 ， 用 Primer Premier 5 设计 其 qRT-PCR 的 引物 : (1) 
RgOATWSDI 因 的 正 向 引物 为 F: 5-AGCGAGTTGTTGCTGATGCS' , R IR 5| Ў 7g R: 5- 


=> 


Й 


202310.03403v1 


chinaXiv 


GTTGCCCCACTGACTTCCA-3 . (2) RgOATWSD2 
TGATAAGTCGCCGATTAGGTC-3', J& 185] 47 В: S-CTTTTGATGGTTCGATGTGCTA', 3x45 5| 47 E 25 M] 
明 研究 中 提取 地 黄 总 RNA 方法 与 qRT-PCR 技术 ， 以 地 黄 基因 
ТІР41 为 内 参 基因 ， 用 qRT-PCR 检测 两 基因 在 TC 与 CK 的 根 、 茎 与 叶 中 的 表达 水 平 ， 用 2^sc 法 计算 其 表 


唯 智 生物 科技 有 限 公司 合成 ;按照 我 们 前 期 


达 量 (Li et al., 2022). 
结果 与 分 析 
2.1 RgOATWSD 基因 家 族 的 鉴定 


ChinaXiv 合 作 其 


基因 的 正和 向 引物 为 Е 5- 


fr ER dk D] EGRE ЕН Ж Wax ester synthase-like Acyl-CoA acyltransferase domain 或 O- 
acyltransferase WSDI (Arabidopsis thaliana) 与 O-acyltransferase WSDI-like isoform X2 [Sesamum indicum] . 


基因 F01 transcript 13342 ЖІ Е01 transcript 16419. 


然后 ， 在 CDS 表 中 碍 到 两 者 大 小 分 别 为 1392 bp 与 


1 422 bp， 其 碱 基 序 列 如 图 1 所 示 ， 并 将 其 分 别 命名 为 RgO4TWSD1 和 RgO4TWSD2， 统 称 RgOATWSD 基 


因 。 


22 RgOATWSD 氨基 酸 序列 的 推导 、 同 源 性 比 对 以 及 系统 进化 分 析 
根据 RgOATWSDI 和 RgOATWSD2 基因 序列 ， 利 用 软件 DNAMAN 6.0 推导 出 其 分 别 编码 由 463 和 473 


氨基 酸 残 基 组 成 的 蛋白 质 ， 并 将 其 分 别 命名 为 RgOATWSD1 和 RsgOATWSD2 (图 1)， 统 称 RgOATWSD Ж 


Hi 


1 [AGGAGACTGCGGAGAGAGACCAACCACTAACCCCCGCCGGCCGCCTCTTCCTTCAGCCGGGGATGGACCAA 1 
1 M E TAERDQPLTPAGRLEFLOQPGIHMDS3SYaA 1 
76 GTTATCAACTGCGCCATCGCCGTCGATTCCCCCTTGGACGTCGACGCCATTAAAGCAGAAGTTCGGAGCTCAATC 76 
26 Y QE oWOG4 XE WoW Nm SB D V So POE АТУ ВБ б 26 
151 ATGCTCAAACACCCCAGATTTTGCAGCCTCATGGTAAGAGACTCCTGCGGACGCGAACACTGGCGCAAAACTCAA 151 
51 MLKHPREFCSLMVRDSCGREHWRKTO 51 
226 GTAGACGTTGACCGCCACGTCATCGTACGGCACCACCCCCTCTCCGACCTCGATCCTTCGATCTCCGACGAGGAC 226 
76 YD5D|YTDLX*HYvVIYyYRHHPFPLSDLDPFPSISDEMSD 76 
301 GCCGTCAACGATTTCATCGCCGATCTATCCGTCTCGTCGCCTCTCCCCACCGATAAACCCCTGTGGGAGATTCAC 301 
101 A YNDFISADLSYSSPLPITIDKEKPLwWEIIMIYSY 101 
376 CTGCTCACGGCGCATAAGACCTTGGTTTTCCGTGTGCACCACGCGCTCGGGGACGGGATTTCATTAATGTCAATG 376 
126 二 二 126 
451 CTGCTGTCGTGTTGCAGGAGAGCAGACGATCCGGCACAGCGGCCGACTATCGGTGGCGTAGGATCGGCGTCGGCC 451 
151 LL 151 
526 3CGCCGAATAGGAGGAGGTGGAGTGTGTTGGCGTTGGTGAAGGTTGTTTGGTTTACTTTGATTTATGTTTTGGAG 526 
176 A PONTRERRWSYLALVYXEVEYFZITLIJYSYLE 176 
601 TTTGTTTTAAGGGTGTTGTGGTTGAAGGATAAGACCACCGCCGTGAGCGGCGGGGATGG 36AGCTCTGGCCG 601 
201 i^y R V W L K DE CT IT ISG D G W P 201 
676 CGGAGGTTGGCGTCGGCGAGGTTCCGATTAGACGACAT ATTGTCAAGCGAGTTGTTGC ;CGACCATT 676 
22 E ТҮК КҮ УҮУАРВАТІ 226 
AATGATGTTCTTTTTGGGATAATCTCATGCGGGCTCTCGAGGTACTTGGACATCAGATCACCGAAAGCTCTGCCT 751 
NDY LFPdGITSSÉ£S6L.LsSSmY .LL0IDiTstESf—eYESLSeP 251 
826 GAGGGGCTTCGGATGACAGGTGTTGCCATGGTCAATTTGAGATCACAAGCAGGATTGCAGGATATGTCAAAGCTT 826 
276 EGLRMTGYVAMYVYNLRSQAGLQDMSKL 276 
901 ATGAATAGTAACTCTGGAAGTCAGTGGGGCAACAAATTCGGAATGCTTCTCTTACCTGTTTATTATCATAGAGGT 901 
301 MNSNSGSQWVWVGNKFGMLLLPVYYHRG 301 
976 GGTTCAGATCCAATCCAGTTTGTGAAGAGAGCAAAAGCTATGATTGACAAGAAAAAGCTTTCGCTAGAGGCCCCC 976 
326 GSDPIQFVKRAKAMIDEKKKLSLEAP 326 
1051 TTCTCCTACAAMATTGGGGATTTAATCATGTCTCTTTTTGGAGCAAAGCTTGCTTGCATTCTCAATTACCGGATT 1051 
351 Pos qK LomD IL IM SSLIGG SKI T? 9VOIILILMOMYEYR&GI 351 
1126 GTTTGTAACACAACCTTCACTATATCAAACGTAATTGGCCCCCGGGAGGAGATCACAGTGGCTGGCAACCATGTA 1126 
316 Y € NT T9*)TISNYIJS5PTEEIITSYSMGNIENY 376 
1201 AAGCACATAAGAGTGACATCAAGCAGTCTACCACATGCAATCACAATGCATATGGTGAGTTATGCAGGAATAGCT 1201 
101 ЕНТЕТТаЕЗС5.ЬРНАЛКМЕТИНИТЕТАСТА 401 
1276 GATTTGCAAATCCTGGTTGCAAAAGAAATAATCCCAGACCCCAAAGTTTTAGCCAAGTGTTTTGAAGATGCCTTG 1276 
126 DLQOrIrILYVvVAKEIIPDPKVYVLAKCFEDAL 426 
1351 CTTGAAATGAAAGAAATTGCAGAGGCAGCCAGCAAATCGTGA 1351 
151 L EMKEISAAEAASKSSX 451 


RgOATWSDI! and RgOATWSDI 


* 表 示 终 止 密码 。 红 色 框 中 


TH 


密码 子 为 起 始 密码 子 。 


* indicates termination codon. The codon in red box is the start codon. 


1 RgOATWSD 核 苷 酸 序列 及 其 编码 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 
Fig.1 Nucleotide sequence of RgOATWSD and amino acid sequence of its coding RgOATWSD 


Д 
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AATGTTGGAGCCTGTGAGCCCCAGTGCACAGTACTTGAAAAGCTCAGCTTTATCA 
LEPYSPSAQYTYLIEKSSAALS 
CTCACAATACTTGGAG ДА/ AATTTCCTCTTGATGATTCCATGACCATGCCTCTGCTTAAAAACGTG 
LTILGVLBHEHETHRBEPEDDSIMTIASLI.LK.NY 
TTTTTGCCCATAAATCCACGTTTCTCCTCCATCATGGTCACAG 36AGCGAAGAMATGGAAAAAAGTG 
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GAAGTAAACCTCAAAGACCACGTAAACGTCCCAACATTCCCAAATGACATGCCGACAGAATACTACGACCAATGT 
EV NL КЕ DHV NV PTFPNDMPTEYYD&Q«C 
TTCACCGATTACCTGTCCAAAATCGCCATGGAAGAGCTTCCCCTGAATCGCCCATTATGGGAAATTCACATAATC 
ETDYLSEKIBAMEELPLNRPLWEIHII 
AAATACCCAACCCAAAACGCAGCCGGACATGTCGTTTTCAAGCTCCACCATTCGTTGGGCGACGGCTACTCTCTA 
K Y P TQNAAGHVYFKLHHSLGDGYSL 
ATGGGGGCACTTTTGTCATGTCTCCAAAGACTCGACGACCCTTCGTTGCCGTTAACGTTTCCGTCGAGGCAGTCT 
MGALLSCLQRLDDPSLPLTFPSRQS 
AACGGCGAATCTAATAATTCTGGTGGAAATGGGCTTTTTTTGAGACGGGCTCCGAGGTTTTTGAAAGGCCTGGTT 
NGESNNSGOGNGLEFLRRAPREFPLIXMSZGL!Y 
AATACGGCCTGTGACTTTGGGTGGGCCCTGTTGAAGAGCAGTTTGG] GGATGATAAGTCGCCGATTAGGTCC 
NT ACDF SG WA SL V DDKSPIRS 
GGTGGTGATGGGGTGI ATTACGACTGCTGTTGATCTTGACCAGATTAAGATGATT 
GGDGV EF RPVVTITTAYDLDOQIKMI 
AAGAGCAGGCTTAAAGTGACTATTAATGATGTGATAACGGGTATAATTACATTGGGGACACGTTTATACATGCAA 
K S R L K V T T N DV ET GIILTILOGTTSOR.LYSM Од 
AMMCAAGTGAAGAATCAGGGACAGCAAAATCCACAGCAT TAGTGTTGCTCAACACTCGGGCCGTGGGAGGCTAC 
K TS EB 85 GT AS ST ÀA b Y b L N T R XA Y /6 GT 
AMTCACTGGATGAGATGATTAAACCCGGTTCAGAAATGCTGTGGGGAAACCGGTTTGCATTCTTGCAATGTCCT 
K SL DEMIKPGSEMLWV*G N RF AF LQCP 
ATACCCAAACTGACCGCTCATGATCTGCAAAACCCACTCGGTTTTGTTAGGAAAGCACATCGAACCATCAAAAGA 
IPKLTAHDLGQNPLGEFVRKAHRTIKIR 
CAGAGAAACTCGGCCGCAGTTTTGTTGACTGGTCAACTTCTTAATCTCATAAGAAAMATACGAGGTCCTGAGGCA 
QRNSAAVLLTGQLLNLIRKIRGPEM 
ACAGCACGATACATCCATGGGACATTAAAGAATACAAGCATGGCGATTTCCAATTTGATAGGACCTGTCGAAAAA 
TARYIHGILENTSHMAISNLITSGSP'Y S): 
ATGGCTTTGGATAATCAACCTATTAAAGGATTGTACTTTGTTGTGGCTGGACCCCCTCAGAGTGTATCAGTGACA 
WÀAbLEDNGQPIKGCGLYEREYSYJSGSP PiIQ:S'vY:S V'T 
ATGATAAGCTATGTGGGGAAGCTGAGAATTGCAATGACAA 3AMAGGTTTCATGGATCCAAATAAATTCAAG 
MISYVGKLRIAMTMAMEKGFHAMDPNKEFK 
TCATGTATTGAATATGCCTTTGAAATAATCTCAAAAGCTGCACTCCAATCTCCTCCCACCACAAAAACATAG 
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利用 DNAMAN 6.0 进行 氨基 酸 多 重 序列 比 对 ， 比 对 结果 如 图 2 所 示 。 其 中 ，RgOATWSD1 与 白花 泡 
桐 [Paulownia fortunei (KAI3448120.1)] 、 芝 麻 [Sesamum indicum (XP_011092557.1)] . 紫花 风铃 木 
[Handroanthus impetiginosus (PIM99635.1)] 的 相似 度 较 高 ， 分 别 为 87.79% . 83.6296 . 82.51% ; 
RgOATWSD2 与 白花 泡桐 [Paulownia fortunei (KAI3457227.1)]、 芝 麻 [Sesamum indicum (XP. 011100361.1)]. 
FA а [Phtheirospermum japonicum (GFP86401.1)] 的 相似 度 较 高 ， 分 别 为 83.01%、78.69% 与 77.73%。 利 用 
МЕСА 6.0 进行 OATWSD 蛋白 系统 进化 树 的 构建 ， 结 果 如 图 3 所 示 。 其 中 ，RgOATWSD1 与 白花 泡桐 聚 为 
一 支 ， 进 化 上 亲缘 关系 最 近 ; RgOATWSD2 与 松 草 聚 为 一 支 ， 进 化 上 末 缘 关系 最 近 ; 白花 泡桐 与 松 项 均 属 
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图 2 RgOATWSD 氨基 酸 序 列 的 同 源 性 比 对 
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Fig.2 Homology of the REOATWSD amino acid sequences 
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图 3 RgOATWSD 与 其 他 植物 OATWSD 和 蛋白 系统 进化 树 
Fig.3 Phylogentic trees of RgOATWSD and other OATWSD proteins 

2.3 RgOATWSD 理化 学 性 质 

利用 ExPASy-ProtParam tool 在 线 工具 对 RgOATWSD 进行 化 学 性 质 分 析 ， 发 现 RgOATWSD1 由 463 个 
氨基 酸 残 基 组 成 ， 包 括 20 种 氨基 酸 ， 其 中 ，Ala、Leu 与 Ser 含量 高 ， 分 别 为 8.4%、11.0% 和 8.2%， 相 对 
分 子 质量 为 51 310.89， 化 学 分 子 式 为 C22g3H36o3N6390649S26， 有 带 负 电荷 残 基 总 数 (Aspt+Glu) 50 个 与 带 正 电 
荷 残 基 总 数 (Arg+Lys) 57 个， 理论 等 电 点 为 8.86。 该 蛋白 不 稳定 指数 预测 结果 是 45.19， 脂 肪 指数 为 102.76, 
总 的 亲 水 性 平均 系数 为 0.049， 为 不 稳定 蛋白 ， 且 属于 疏水 性 和 蛋白， RgOATWSD2 由 473 个 氨基 酸 残 基 组 
成 ， 包 括 20 HAER, HP Leu. Lys 与 Ser 含量 多 ， 分 别 为 11.6%、7.6% 和 7.6%， 相 对 分 子 质量 52.49 
kD， 化 学 分 子 式 为 Cw353H3791N6290679S23， 带 负电 荷 残 基 总 数 (Aspt+Glu) 44 个 ， 带 正 电荷 残 基 总 数 (Arg+Lys) 
57 个 ， 理 论 等 电 点 为 9.34， 该 蛋白 不 稳定 指数 预测 结果 是 42.93， 为 不 稳定 和 蛋白， 脂肪 指数 为 92.96， 总 的 
亲 水 性 平均 系数 为 -0.140， 属 于 亲 水 性 蛋白 。 

利用 NetPhos 2.0 工具 对 RgOATWSD1 与 RegOATWSD2 编码 的 氨基 酸 序列 进行 在 线 分 析 ， 结 果 分 值 大 
T 0.5 的 各 类 磷酸 化 位 点 分 别 有 42 和 44 个 ， 并 均匀 分 布 在 多 肽 链 中 。 其 中 ，RgOATWSD1 丝氨酸 磷酸 化 
位 点 有 37 个 ， 苏 氨 酸 的 磷酸 化 位 点 有 18 个 ， 酷 氨 酸 磷酸 化 位 点 有 7 个 ， RgOATWSD2 丝氨酸 磷酸 化 位 点 
j 36 个 ， 苏 氨 酸 的 磷酸 化 位 点 有 31 个 ， 酷 氨 酸 磷酸 化 位 点 有 12 个 。 利 用 NetNGlycl.0 工具 对 
RgOATWSDI 5 RgOATWSDO2 编码 氨基 酸 序列 进行 在 线 分 析 ， 发 现 两 者 均 无 N- 糖 基 化 位 点 。 
应 用 TMHMM 2.0 工具 对 RgOATWSDI 编码 的 氨基 酸 序列 进行 在 线 分 析 ， 结 果 显 示 该 蛋白 为 单 次 跨 膜 

基 


жа, Ж, 1-184 位 氨基 酸 在 膜 内 ，185~207 位 氨基 酸 为 跨 膜 区域，208~463 位 氨基 酸 定 位 在 膜 外 。 
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RgOATWSD2 全 部 定位 在 膜 外 ， 不 具有 跨 膜 结构 域 。 

利用 SignalP-4.1 工具 对 编码 氨基 酸 序列 进行 在 线 分 析 ， 结 果 表 明 ，RgOATWSD1 与 RgOATWSD2 Ж 
白 的 信号 肽 无 峰值 出 现 ， 说 明 地 黄 OATWSD 和 蛋白 不 存在 信号 肽 ， 也 说 明 该 蛋白 不 属于 分 泌 型 蛋白 。 利 用 
WoLF PSORT 工具 对 编码 氨基 酸 序列 进行 亚 细 胞 定位 分 析 ， 结 果 表 明 RgOATWSD1、RgOATWSD2 Ж) 
可 能 存在 于 内 质 网 中 。 应 用 ЗОРМА 对 RgOATWSDI 与 RegOATWSD2 蛋白 进行 二 级 结构 分 析 ， 发 现 
RgOATWSDI 由 39.96% 的 a 螺旋 、39.09% 的 无 规 卷 曲 、17.71% 的 延伸 链 和 3.24% 的 B 转 角 共 四 种 结构 元 件 
组 成 ， 其 中 ，a 螺 旋 比 例 最 大 ; RgOATWSD2 序列 由 39.32% 的 a 螺旋 、41.01% 的 无 规 卷曲 、16.49% 的 延伸 
链 和 3.17% 的 B 转 角 共 四 种 结构 元 件 组 成 ， 其 中 ， 无 规 卷 曲 的 比例 最 大 (图 4)。 


一 一 0 螺旋 a-helix 一 一 延伸 链 Extended strand ”一 一 [转角 іші | —— 无 规 卷 曲 Random coil 


REOATWSDI 可 dl 


ИЕН-НЕНІНІ 


| 


RgOATWSD2 mU Ua ed | 


图 4RgOATWSD 二 级 结构 预测 
Fig.4 Prediction of secondary structure of RgOATWSD 

2.4 RgOATWSD 保守 结构 域 预测 

利用 NCBI 的 Conserved Donmain Search 进行 在 线 分 析 ， 发 现 RgOATWSD1 与 RgOATWSD2 均 具有 
acyl WS DGAT 保守 域 与 DUFI289 超 家 族 ， 前 者 分 别 覆 盖 RgOATWSDI 氨基 酸 序 列 的 92.65% 和 
RgOATWSD2 氨基 酸 序列 的 94.50%。 该 家 族 是 一 种 酰基 转移 酶 家 族 ， 类 似 WS 二 酰基 甘油 酰基 转移 酶 
(WS/DGAT) 和 甘油 单 酰基 转移 酶 (MGAT) 等 ， 具 有 类 似 二 酰基 甘油 酰基 转移 酶 和 甘油 单 酰基 转移 酶 相似 的 
活性 ， 后 者 在 其 中 分 别 占 7.35% 与 5.5%， 功 能 未 知 (图 5)。 
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图 5 RgOATWSD 保守 结构 域 分 析 
Fig.5 Conservative domain analysis of RREOATWSD 
2.5 RgOATWSD 三 级 结构 分 析 
应 用 SWISS-MODEL 对 两 种 蛋白 进行 三 级 结构 分 析 ， 发 现 其 中 包含 的 二 级 结构 元 件 与 上 述 二 级 结构 的 
预测 结果 相 吻 合 (图 入， 但 是 ，RgOATWSD1 与 RgOATWSD2 的 三 级 结构 形态 有 些 不 同 ，RgOATWSD1 比 
较 像 球形 (图 6)。 
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图 6 RgOATWSD 三 级 结构 预测 
Fig.6 Prediction of three-dimensional structure of RgOATWSD 


2.6 锅 对 ReOATWSD 基因 在 地 黄 不 同 组 织 部 位 的 表达 的 影响 


qRT-PCR 结果 表明 ，RgOA4TWSD1 与 RgOATWSD2 在 CT 和 CK 的 根 、 茎 和 叶 组 织 中 均 有 表达 。 其 中 ， 
RgOATWSDI 在 幼苗 叶 中 的 表达 量 最 高 ，RgO4TWSD?2 在 幼苗 根 的 表达 量 最 高 ， 在 锅 胁 迫 处 理 的 条 件 下 ， 
RgOATWSDI 与 RgOATWSDO 基因 在 地 黄 根 、 茎 和 叶 组 织 中 都 表达 ， 但 其 表达 水 平均 与 对 照 组 的 表达 水 平 
明显 变化 ， 而 且 两 者 的 变化 相反 : RgOATWSDI 在 根 、 茎 与 叶 中 的 表达 均 上 调 ， 根 部 的 变化 最 为 明显 ; 
RgOATWSD2 在 根 、 蕉 与 叶 中 的 表达 均 下 调 趋势 ， 茎 部 的 变化 最 为 明显 (图 7)。 这 些 结果 表明 ，2 个 基因 对 
地 黄 锅 胁 迫 响应 具有 一 定 的 差异 表达 。 
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不 同 字母 表示 基因 表达 水 平 显著 差异 (<0.05)。 
Different letters indicates significant differences in gene expression level (P«0.05). 
图 7 RgOATWSD 基因 在 锅 处 理 地 黄 不 同 组 织 部 位 的 相对 表达 


Fig.7 Relative expression of RgOATWSD gene in different tissues of Rehmannia glutinosa under cadmium stress 
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3 讨论 
植物 脂肪 酸 代谢 途径 主要 有 酰基 还 原 途 径 与 脱 阁 基 化 途径 ， 前 者 产生 蜡 酯 ， 蜡 酯 在 生成 过 程 中 虽然 需 
要 醛 类 中 间 体 ， 但 并 不 释放 出 来 ， 后 者 形成 烷烃 、 醋 、 酮 与 仲 醇 。 目 前 ， 霍霍 巴 和 拟 南 芥 等 植物 的 WS 或 
者 WSDI 已 经 被 报道 ， 但 地 黄 WSD 未 见报 道 。 本 研究 从 地 黄 全 长 转录 组 测序 数据 中 鉴定 出 两 个 蜡 酯 合 
酶 基因 RgO4TWSD1 与 RgO4TWSD2， 与 其 他 已 知 植物 蜡 醋 合成 酶 基因 同 源 性 高 ， 具 有 蜡 酯 合成 酶 基因 的 
功能 (Kunst & Samuels, 2009)， 且 发 现 RegOATWSD1 和 RgOATWSD1 都 定位 于 内 质 网 ， 与 拟 南 芥 WSDI $E 
位 于 内 质 网 的 结果 一 致 ( 肖 一 凡 等 ，2020)， 以 及 发 现 RgOATWSDI 与 霍霍 巴 的 WS ЖАНЕЛ 
水 性 ( 肖 一 几 等 ，2020)。RgOA4TWSD 在 地 黄 根 、 茎 与 叶 组 织 的 空间 表达 分 析 表 明 ，RegO4TWSD1 与 
RgOATWSD2 在 根 、 葵 与 叶 组 织 中 均 有 不 同 程度 的 表达 ， 而 且 在 地 黄 茎 与 叶 中 表达 的 结果 与 拟 南 芥 WSDI 
基因 在 其 茎 与 叶 中 表达 的 结果 一 致 (Patwari et al., 2019)。 上 述 发 现 表明 ，RgO4TWSD 具有 其 他 植物 物种 中 
己 知 蜡 酯 合成 酶 基因 相似 的 结构 特征 与 空间 表达 特性 。 
v 植物 表皮 蜡 质 是 植物 与 环境 之 间 的 保护 屏障 ， 能 够 保护 植物 免 受 干 旱 、 盐 、 冷 、 紫 外 线 、 病 原 菌 和 昆 
v) — 虫 等 的 侵害 。 例 如 ， 植 物 表皮 螨 酯 的 积累 和 生物 合成 与 植物 的 抗旱 性 反应 密切 相关 (Seo et al., 2011; Patwari 
et al., 2019)， 植 物 角质 层 蜡 酯 的 积累 有 助 于 抗旱 性 的 提高 ， 拟 南 芥 AUVSDI 参与 了 干旱 期 间 蜡 酯 的 积累 ， 
干旱 期 间 叶 片 和 茎 中 蜡 酯 的 积累 增加 ， 说 明 该 基因 在 拟 南 芥 共和 叶 组 织 中 的 蜡 酯 合成 中 起 着 关键 作用 
(Patwari et al., 2019); 苹果 MdWSDI 基因 通过 调控 酯 类 和 醇 类 的 合成 ， 影 响 表 皮 螨 酯 含量 ( 王 东 阳 ，2016); 
25 BrrWSD1 基因 的 剪接 变异 体 及 其 在 干旱 胁迫 下 合成 蜡 酯 的 作用 ， 证 明 其 与 干旱 胁迫 有 关 (Yang et al., 
2019); 在 甘蓝 中 检测 到 甘蓝 BoWSD1 基因 在 不 同 处 理 下 表现 出 不 同 的 表达 模式 ， 推 测 其 在 对 NaCl、 干旱 、 
CU 0 冷 和 热 等 非 生物 胁迫 的 反应 中 起 重要 作用 (Zeng etal., 2020)。 但 是 ， 据 作者 所 知 ， 迄 今 ， 植 物 WSD 基因 的 
ы са 胁迫 表达 未 见报 道 。 因此 ， 作 者 在 其 团队 研究 地 黄 与 棉花 Cd 胁迫 的 同时 开展 了 ReOATWSSD 基因 的 са 
胁迫 表达 研究 ( 魏 喜 ，2023;， 袁 萍 ，2023)， 发 现 RgO4TWSD 基因 表达 对 锅 胁 迫 有 显著 的 应 答 反应 ， 从 而 扩 
宽 了 植物 WSD 基因 非 生 物 胁迫 表达 的 范围 。 然 而 RgOATWSD 基因 的 锅 胁 迫 表 达 的 机 理 如 何 呢 ? 
目前 ， 植 物 对 Cd 胁迫 响应 的 分 子 机 制 很 不 清楚 (Zhang et al., 2023)， 但 是 ， 有 一 些 好 的 探索 发 现 。 例 
7 а, Cd 胁迫 会 激发 植物 通过 质 膜 Ca2 信 号 调控 Cd 胁迫 的 分 子 机 制 (Zhang et al., 2023)， 当 植物 受到 Cd Bh 
迫 时 ， 植 物体 启动 生理 生化 网 络 调控 响应 ， 包 括 植物 维持 其 体内 活性 氧 和 活性 氮 的 代谢 水 平 及 在 抗 氧化 酶 
类 、 非 酶 类 抗 氧化 物质 、 钉 信号 传递 、 激 素 、 内 质 网 加 工 、 调 控 和 蛋白 和 基因 表达 等 方面 的 变化 ( 安 婷 婷 等 
2021)。 就 基因 表达 变化 而 言 ， 主 要 有 参与 Cd 的 吸收 、 转 运 和 解毒 的 NRAMP、 参 与 转运 Cd 至 植物 地 
部 的 HMA., MYB. ABA. ZIP. bHLH 与 RCD1 等 基因 家 族 成 员 参 与 植物 锅 胁 迫 响应 的 分 子 机 制 比较 清楚 
( 魏 喜 ，2023)。 本 研究 的 RgOATWSDI 和 RgOATWSDO2 对 Cd 胁迫 响应 未 见报 道 ， 但 发 现 二 者 编码 的 蛋白 质 
都 定位 于 内 质 网 ， 因 此 ， 推 测 其 Cd 胁迫 响应 机 制 可 能 类 似 于 上 述 的 基于 内 质 网 加 工 与 基因 参与 的 锅 胁 迫 
响应 机 制 ( 安 婷 婷 等 ，2021)。 
综 上 所 述 ， 本 研究 成 功 从 地 黄 全 长 转录 组 测序 数据 中 鉴定 出 两 个 地 黄 蜡 酯 合成 酶 基因 RgO4TWSD1 与 
ReO4TWSD2， 用 生物 信息 学 技术 分 析 了 其 编码 酶 的 理化 特性 与 结构 特点 ， 发 现 其 在 地 黄 根 、 茎 与 叶 中 的 
空间 表达 模式 及 两 基因 表达 模式 的 差异 ， 进 而 发 现 两 基因 对 锅 胁 迫 应 答 反应 明显 及 两 者 之 间 的 差异 。 本 下 
究 结果 扩大 了 已 知 地 黄 功 能 基因 数据 ， 丰 富 了 植物 锅 胁 迫 应 答 的 蜡 酯 合成 酶 基因 信息 ， 为 进一步 研究 其 结 


my 


构 功能 及 甚 锅 胁 迫 分 子 机 理 黄 定 基础 。 
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